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(54) Titre : INHIBITEURS DED PROTEASES POUR LE TRAITEMENT DE PATHOLOGIES DIGESTIVES 

(57) Abstract: The invention relates to compositions and methods for the treatment of intestinal pathologies. The invention also 
relates to compositions and methods which can be used to regulate the paraccllular permeability of the intestinal epithelium. The 
O inventive compositions and methods are based on the use of protease inhibitors which modulate the opening of the tight junctions 
^ of the intestinal epithelium. The invention can be used for preventive treatment or curative treatment of varied pathologies such as 
digestive functional disorders (DFD) and, in particular, intestinal functional disorders (IFD) resulting in hyperalgesia and irritable 
^ bowel syndrome (IBS) in mammals, particularly humans. 

in 

© (57) Abrege : La presente demande concerne des compositions et mSthodes pour le traitement de pathologies intestinalcs. Elle 
O concerne Sgalement des compositions et mSthodes permettant de reguler la permeability paracellulaire de l'epithSlium intestinal. 
^ Les compositions et m^thodes de 1'invention reposent notamment sur 1'utilisation d'inhibiteurs de proteases modulant rouverture des 
Q jonctions serrees de l'epithelium intestinal. L'invention est utilisable pour le traitement preventif ou curatif de pathologies variees, 
telles que les troubles fonctionnels digestifs (TFD) en particulier les troubles fonctionnels intestinaux (TFI) entrainant une hyperal- 
1^ gSsie et notamment le syndrome de l'intestin irritable (SII), chez les mammiferes, notamment les humains. 
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La presente demande conceme des compositions et m6thodes pour le traitement de 
5 pathologies intestinales. Elle conceme egalement des compositions et m&hodes 
permettant de rSguler la permeabilite paracellulaire de r epithelium intestinal. Les 
compositions et m&hodes de l'invention reposent notamment sur l'utilisation 
d'inhibiteurs de proteases modulant l'ouverture des jonctions senses de 
r epithelium intestinal, L'invention est utilisable pour le traitement prSventif ou 
10 curatif de pathologies varices, telles que les troubles fonctionnels digestifs (TFD), 
plus particulierement les troubles fonctionnels intestinaux (TFI), et notamment le 
syndrome de Pintestin irritable (SII encore appele « Irritable Bowel Syndrome », 
IBS), les hyperalgesies et autres douleurs abdominales, etc., chez les mammiferes, 
notamment les humains. 

15 

L'epith61ium intestinal est le centre d'echanges trds importants entre le milieu 
exterieur et l'organisme. Ces echanges peuvent s'effectuer soit a travers les 
cellules de F6pith61ium, soit par des reseaux paralleles. Ainsi, le transport d'eau 
ou d'61ectrolytes, ou encore Tabsorption de petites molecules (poids moleculaire 

20 generalement inferieur a 1000 Da environ) au niveau de la muqueuse gastrique, 
intestinale ou colique, s'effectue par voie transcellulaire, a travers les cellules 
epith&iales ou ent6rocytes. Par contre, l'absorption de grosses molecules et le 
passage d'antigenes, de toxines ou de cellules immunitaires se fait principalement 
par voie paracellulaire, au niveau de « jonctions senses », qui sont disposes entre 

25 les cellules 6pith61iales. 

Les jonctions serrees (« JS ») 6pith61iales (ou « tight junction », « TJ ») sont des 
structures de liaison entre les cellules bordant les epitheliums muqueux (tube 
digestif, poumons). Ces structures assurent et controlent le transport trans- 
30 6pith61ial paracellulaire, de l'ext&ieur vers la* sous-muqueuse, de macromolecules 
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variees (allerg&ies, irritants, toxines, microorganismes). Ces structures permettent 
6galement la migration de cellules immunitaires (e.g., immunocytes) vers 
Fext6rieur (tube digestif). Les jonctions senses sont des structures souples 
constitutes d'un assemblage complexe de prolines transmembranaires 
5 (occludines, claudines) et de prolines cytoplasmiques (prolines zona ocludens 
ZO-1, ZO-2, ZO-3, proteines AF7, cinguline ou 7H6, etc.), qui sont assoctees k 
des elements du cytosquelette (filaments de myosine, d'actine, etc.). 

Parmi les troubles fonctionnels digestifs (TFD), on distingue les douleurs 

10 abdominales sans trouble de F61imination et les troubles fonctionnels intestinaux. 
Les douleurs abdominales sans trouble de F elimination peuvent Stre provoqu6es 
par des allergies ou des intolerances alimentaires ou se manifester dans le cadre de 
la maladie coeliaque par exemple. Les troubles fonctionnels intestinaux affectent 
15 k 20% de la population et se traduisent par des symptomes dyspeptiques et/ou 

15 intestinaux pour lesquels aucune cause organique n'a jusqu'ici et6 identifiee et qui 
necessitent un traitement sp^cifique. La caract&istique commime des troubles 
fonctionnels digestifs repoodant aux entires de ROME est la douleur abdominale, 
pr6sente en periode postprandiale, qu'elle soit localis6e en partie haute (dyspepsie) 
ou en partie basse de l'abdomen. Un trouble particulier qui affecte la partie basse 

20 de Fabdomen est le Syndrome de l'lntestin Irritable (SII). La douleur des troubles 
fonctionnels intestinaux est le plus souvent soulag6e par la d6f6cation. 
La physiopathologie des troubles fonctionnels digestifs (TFD) est mal connue 
mais les r6centes investigations cliniques montrent Fexistence chez ces patients 
d ! un abaissement du seuil de perception douloureuse k la distension (hyperalgesie 

25 viscerale) traduisant un etat d'hypersensibilitS digestive. Celui-ci semble relever 
en premier lieu d'une sexisibilisation de m6canor6cepteurs pari&aux par des 
m6diateurs pro-inflammatoires. En effet Texistence de modifications de structure 
ou de density de certaines cellules du systeme immunitaire au niveau de la sous- 
muqueuse en particulier du colon plaide en faveur d'une alteration de T6quilibre 

30 immunitaire avec la microflore r6sidente. Une density accrue de mastocytes ou de 
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cellules entfrochromaffines a &<§ detectee dans des biopsies ileales et coliques 
chez des sujets atteints de SII. Cet etat micro-inflammatoire digestif favorise la 
sensibilisation des terminaisons des neurones affSrents primaires et cette 
sensibilisation pourrait conduire k une facilitation secondaire de la transmission, 
vers le cerveau, des messages k caractere nociceptif. Les etudes d'imagerie 
fonctionnelle indiquent en effet des modifications caracteristiques des aires de 
projection corticale de ces messages nerveux chez les sujets atteints de TFD. 
Un tel processus de sensibilisation de l'intestin k la douleur peut etre induit par 
des facteurs tels que le stress, des pathogenes, des allerg&nes, des enzymes de type 
trypsine ou tryptase par exemple, des sels biliaires, des xSnobiotiques, des 
molecules chimiques de type glycerol, TNBS ou taurocholate par exemple et/ou 
des sequelles resultant d'une infection ou d'une operation chirurgicale. Toutefois, 
les mecanismes par lesquels ces facteurs sont capables d'initier le phenomene de 
sensibilisation ne sont pas clairement document6s in vivo. Lorsque des allerg&nes, 
des pathogenes et/ou des molecules chimiques par exemple sont absorbs, ils 
entrent en contact avec la paroi epith61iale intestinale qui empeche leur 
introduction dans l'organisme et leur mise en contact avec les cellules de 
rimmunit6. Toutefois, pour qu'une sensibilite se d^veloppe, cela implique que 
certains allergdnes, pathogdnes et/ou molecule chimique sont capables de traverser 
cet epithelium pour interagir avec les cellules immunitaires. Les conditions dans 
lesquelles ce transfert est possible demeurent peu documentees in vivo. Ainsi, bien 
que certains rapports suggerent, sur des cultures de cellules in vitro, un role des 
jonctions senses dans ce processus, aucune demonstration n'a ete apportee de 
Timphcation de ces jonctions in vivo dans le developpement d'une sensibilisation. 
De meme, si Coremans et al. (Ital J Gastroenterol 1991 (8) S 1 :39-40) suggSrent 
un lien entre les sels biliaires, perfuses par voie intra-colique, et les douleurs 
abdominales d'un sujet pr^sentant un intestin irritable, aucun r6sultat presente 
n'6tablit de correlation entre les jonctions senses et un processus de 
sensibilisation a la douleur de 1' epithelium intestinal. 
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Si la malabsorption des sels biliaires n'est observee que chez une faible 
proportion des sujets pr^sentant un intestin irritable, des alterations de la 
permeability trans-epitheiiale sont d£crites chez les sujets d6veloppant un SII 
aprSs gastro-enterite (SPILLER et al. Gut 2000 ; 47 : 804-11) mais sans qu f il soit 
5 fait mention de modifications de la permeabilite paracellulaire laquelle n'est pas 
etudiee. 

Une correlation entre le syndrome de l'intestin irritable et la presence accrue de 
microorganismes au niveau de la sous-muqueuse a 6t6 mise en Evidence au travers 
d'etudes experimentales (AGA. 1999), de m6me qu'un lien a pu Stre constate 
10 entre les maladies inflammatoire chroniques de l'intestin ou les troubles 
fonctionnels intestinaux et des modifications du degr6 d'activation immunitaire 
(inflammation) de la paroi intestinale. Cependant, ces observations preliminaires 
n'ont pas ct6 confirmees ou n'ont pas donne lieu a de nouvelles approches 
th6rapeutiques. 

15 

La pr^sente invention resulte de la mise en evidence de l'activation, par les 
proteases bacteriennes liberees dans la lumidre colique, des recepteurs PAR 
(proteinase-activated receptors), situes sur les membranes des cellules epith61iales, 
qui modulent l'ouverture des jonctions series, cette ouverture pouvant entrainer 

20 un 6tat d'hyperalgesie. 

L'origine bacterienne des proteases mentionnees ci-dessus a ete demontree par le 
fait qu'un traitement oral de 10 jours par un cocktail d'antibiotiques d6truisant la 
flore reduit la permeabilite des jonctions serrees, celle-ci etant restauree par la 
perfusion intracolique d'un surnageant de contenu colique normal. Les inventeurs 

25 ont par ailleurs demontre qu'un cocktail d'inhibiteurs de proteases perfuse dans la 
lumidre colique reduisait la permeabilite paracellulaire colique et la sensibilite 
viscerale h la distension. 

Le r61e in vivo des jonctions serrees de Pepitheiium intestinal dans le processus de 
sensibilisation k la douleur a par ailleurs ete mis en evidence dans la demande de 
30 brevet WO 03/077893. L'"ouverture" des jonctions serrees de repitheiium du 
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colon par diff6rentes molecules ou par le stress entraine une hyperalg6sie 
spontan6e ou une hypersensibilite h la distension (6tat caract&istique de TIBS). 
Les resultats obtenus dans le cadre de cette invention ont 6tabli pour la premiere 
fois et de fapon surprenante que Touverture des jonctions serrees provoque un etat 
5 d'hyperalgSsie retard^ durable. 

La presente invention decoule de la mise au point de nouvelles strategies 
therapeutiques pom- le traitement de pathologies intestinales, basees sur une 
modulation de la permeabilite para-cellulaire de repitheiium intestinal h Taide 

10 d'inhibiteurs de proteases. En particulier, la pr6sente invention propose une 
approche th6rapeutique des pathologies intestinales bas6e sur l'emploi 
d'inhibiteurs de proteases permettant de contrdler Fouverture des jonctions senses 
de Tepith61ium intestinal. Ainsi, ces inhibiteurs de proteases permettent de 
moduler la tension du cytosquelette des cellules epith&iales intestinales ou de 

15 reguler directement, de preference diminuer, voire bloquer, l'ouverture des 
jonctions senses de repithelium intestinal. Cette approche permet done de 
controler Touverture et la fenneture des jonctions senses de repitheiium 
intestinal, sans necessairement recourir a une synthase prot6ique de novo et/ou k 
des degradations proteiques et/ou structurales importantes au niveau de 

20 repitheiium. Cette strategic permet de r6guler la permeabilite de l'epitheiium 
intestinal de manidre specifique, fine et reactive, et ainsi d'agir sur le transfert 
d'allerg&ies, de pathogenes et/ou de molecules chimiques vers les cellules de 
Timmunite. Cette strategic est particulierement adaptee a l'obtention d'un effet 
biologique rapide et contr61able dans le temps (reversible). 

25 

A cet egard, les resultats presentes ci-dessous montrent qu'une substance 
susceptible de relacher les jonctions serrees epitheiiales (peptides activateurs du 
recepteur PAR-2 tels que le peptide SLIGRL) declenche ime hyperalgesie retard, 
une hypersensibilite a la distension et une augmentation de la permeabilite 
30 colique. Les resultats pr6sentes dans les exeinples montrent 6galement que la 
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suppression de cette augmentation de la permeability paracellulaire par un 
inhibiteur de proteases ou un melange (cocktail) d'inhibiteurs de proteases 
supprime ou r6duit cette hyperalg6sie caracteristique des TFD et en particulier des 

sn. 

5 

Un premier objet de l'invention reside done plus particulierement dans 
l'utilisation d'au moins un inhibiteur de proteases, pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement preventif ou curatif des troubles fonctionnels 
digestifs. L'invention concerne egalement une telle utilisation pour la preparation 
10 d'un medicament destine au traitement preventif ou curatif de l'hyperalgesie 
survenant dans le cadre de pathologies intestinales. L'inhibiteur de protease est de 
preference un inhibiteur de proteases intracoliques. 

Un autre objet de l'invention r6side dans une methode de traitement preventif ou 
15 curatif de pathologies intestinales caracterisees par un etat d'hyperalgesie, 
comprenant l'administration a un sujet d'une quantite efficace d'au moins un 
inhibiteur de proteases. 

Les inhibiteurs de proteases semblent agir en controlant l'ouverture des jonctions 
20 serrees de repitheiium intestinal. Ces inhibiteurs sont en particulier des inhibiteurs 
qui modulent la tension du cytosquelette de cellules epitheiiales intestinales ou des 
inhibiteurs qui diminuent, voire bloquent, Touverture des jonctions serrees de 
repitheiium intestinal. 

L'invention repose ainsi sur l'utilisation d'inhibiteurs de proteases modulant la 
25 tension et l'etat de contraction du cytosquelette des cellules de repitheiium 
intestinal ou emp6chant une ouverture trop importante des jonctions serrees qui 
aboutit a une hyperalgesie ou h une hypersensibilite h la distension de l'intestin. 

Les proteines composant les jonctions serrees sont associees au cytosquelette des 
30 cellules qu'elles relient. II est propose dans le cadre de l'invention que la tension 
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du cytosquelette ou Pouverture des jonctions serrees puisse etre modutee chez des 
sujets atteints de maladies ou dSsordres intestinaux pour agir de mani&re non 
destructrice et transitoire sur la permeabilite de leur 6pithelium intestinal. Ainsi, la 
contraction du cytosquelette doit favoriser rouverture des jonctions serrees, tandis 
5 qu'un relachement du cytosquelette (ou qu'une inhibition de la contraction) doit 
favoriser la fermeture des jonctions. II est possible 6galement de moduler 
directement les jonctions serrees, en particulier sur les prolines les constituant, en 
diminuant ou en bloquant leur ouverture. 

10 On utilise done pr6ferentiellement dans le cadre de Tinvention des inhibiteurs de 
proteases qui modulent la contraction du cytosquelette de cellules epith&iales 
intestinales (notamment humaines) ou qui controlent l'ouverture des jonctions 
serrees de P6pith61ium intestinal (notamment humain). Selon la condition h traiter, 
on utilise des inhibiteurs de proteases qui inhibent la contraction du cytosquelette 

15 de cellules epith61iales intestinales, ou qui activent ou favorisent celle-ci 

Un inhibiteur de protease est consider^ comme modulant la tension du 
cytosquelette lorsqu'il module Touverture des jonctions serrees. Un effet 
inhibiteur de la contraction ou de la tension des filaments d'actine et/ou de 
20 myosine ne doit pas necessairement etre complet ou total, mais il suffit qu'il 
diminue la contraction ou la tension du cytosquelette suffisamment pour reduire 
Touverture des jonctions serrees. 

La reduction de Touverture des jonctions serrees correspond prefgrentiellement k 
25 une diminution minimale d'environ 25%, avantageusement d'environ 30%, de 
fa?on encore plus pr6f6r6e d'environ 50% de la permeability paracellulaire de 
l'epith&ium intestinal. La perm6abilite paracellulaire peut 6tre mesur6e k 1'aide 
d'un marqueur tel que le 51 Cr-EDTA lequel apr£s son passage dans le sang est 
mesun§ dans les urines pendant 24 heures (cf. : exemple 1). 



30 
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Les inhibiteurs de proteases utilis6s sont de preference les inhibiteurs agissant sur 
les s6rine-proteases et/ou les metalloproteases. De tels inhibiteurs sont 
particulterement actifs pour r6duire Taction des proteases bacteriennes sur la 
pernteabilite colique. 

5 Les inhibiteurs de proteases utilis6s sont avantageusement des motecules, qui 
peuvent etre sous forme isolee ou sous forme de cocktail, de combinaison, 
d'extraits biologiques, etc. Ces molecules peuvent etre syntltetiques, semi- 
synth&iques ou biologiques, notamment d'origine animale, virale, v6getale ou 
bacterienne. 

10 

On peut notamment citer comme inhibiteurs de proteases, les inhibiteurs s61ectifs 
ou non s61ectifs de serine-proteases [serpine et ses derives, Aprotiniae, N-tosyl-L- 
phenylalanyl chlorom6thyle c&one (TPCK), dichloroisocoumarine, nexin-1, 
AEBSF-HC1, Antipain, benzamidine, Leupeptine, TLCK, Ovomucoide, fluorure 
15 de phenylmethyle sulfonyle (PMSF), PEFABLOC® et les extraits de soja] et de 
metallo-proteases (Amastatine, Arphamenine, Bestatin, Diprotin A, 
Phosphoramidon) ainsi que les molecules non-sp6cifiques utilises comme anti- 
viraux (amprenavir, indinavir, lopinavir, ritonavir, saquinavir, nelfinavir et 
atazanavir). 

20 

Les inhibiteurs de proteases peuvent etre utilises seuls ou en combinaisons et/ou 
en association avec d'autres agents actifs, comme par exemple d'autres substances 
actives utilisees dans le traitement du syndrome de Tintestin irritable. 

25 Les inhibiteurs de proteases sont ainsi eventuellement utilises en combinaison 
et/ou en association avec des composes qui diminuent ou bloquent l'ouverture des 
jonctions settees de T6pith61ium intestinal, notamment par modulation de la 
tension du cytosquelette, ou qui augmentent l'ouverture de celles-ci. 
L'activite de ces composes peut etre directe ou indirecte, c'est-&-dire dirig6e sur 

30 les constituants m6mes du cytosquelette ou sur des rSgulateurs de sa tension. Bien 
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que non limitatif, on pr6f&re les composes agissant de mani&re directe sur la 
tension du cytosquelette. En outre, oel pref&re 6galement des composes pr&entant 
une activite selective sur la tension du cytosquelette, c'est-a-dire typiquement des 
composes qui n'affectent pas directeoient la structure des proteines constitutives 
5 des jonctions senses. De mSme, l"inhibiteur de proteases selon 1'inventiLon, 
n'affecte de pr6f£rence pas directemeot la structure des prolines constitutives des 
jonctions serrees. 

DiffSrents types de composes peuvent etre utilises en combinaison avec des 

10 inhibiteurs de proteases dans le cadre de la presente demande. Ainsi, au sens de 
Tinvention, le terme « compose » doit etre pris dans un sens large, c'est-a-dire 
comme designant tout agent, substance, composition, condition, traitement ou 
procede permettant de moduler l'ouverture des jonctions serrees de l'epithelrum 
intestinal. II s'agit avantageusement d'un agent (e.g., d'une molecule) ou d'xme 

15 combinaison ou association d'agents. Des exemples de tels compos6s sont 
indiques dans la demande de brevet international n° WO 03/077893. II s'agit 
notamment d'inhibiteurs de la kinase de la chaine 16g£re de la myosine (MLCK). 
Un exemple particulier d'inhibiteurs s61ectif de MLCK est le compost ML-7 {1- 
(5-iodonaphtaldne-l-sulfonyl)-lH-hex:ahydro-l,4-diazepine} (MakishimaM. et al. 

20 FEBS Lett. 1991; 287:175). D'autres exemples de tels inhibiteurs sont notamnxent 
le compose ML-9 (Wilson DP.et ai. T Biol Chem. 2001;13: 165) ou d'autres non 
selectifs: Wortmannin (Warashina A. Life Sci 2000;13: 2587-93), H-7 (Piao Zf et 
al. Mol Cell Biol Res Commun 2001 ;4: 307-12) et KT 7692 (Warashina A. Life 
Sci 2000;13: 2587-93). D'autres cibles agissant sur la tension du cytosquelette de 

25 composes utilisables en combinaison avec des inhibiteurs de proteases sont 
notamment les prolines de liaison k la myosine, telles que par exemple la 
cinguline, ou les molecules de jonctioti, telles que la cadherine-E, la catenine-a ou 
les desmosomes. La modulation de T activity ou de 1' expression de ces prot&nes 
permet de r6guler la tension du cytosquelette, dans le cadre de la presente 

30 invention. On peut Sgalement utiliser des inhibiteurs de proteases combines h des 
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composes inhibiteurs de la synthese de prolines ou autres molecules assurant la 
liaison entre les proteines du cytosquelette et les prot6ines des jonctions serrees. II 
est egalement possible d'utiliser dans le cadre de l'invention des inhibiteurs de 
kinases activSes par les mitogenes (MAPKK), notamment de la kinase MEK1 ou 
5 de la kinase-PI3, tels que les composes PD098,059 {2-(Amino-3-methoxyphenyl> 
4H-l-benzopyran-4-one}(Alessi et al. J.BioLChem.1995; 270, 27589) ou 
LY294002 {2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-l(4H)-benzopyran-4-one} (Vlahos et 
al.J.Biol.Chem 1994;269: 5241). D'autres mol6cules utilisables pour r6guler, de 
maniere indirecte, la tension du cytosquelette, sont des facteurs de croissance, tels 

10 que le facteur de croissance hepatique (HGF), le facteur de croissance endothelial 
(EGF) ou certaines cytokines susceptibles d'etre liberees par les immunocytes, 
telles que les interleukines-1, -4, -13, ou les facteurs tels que IGF-1 ou 1'interferon 
gamma. Une autre approche permettant de r£guler de maniere indirecte la tension 
du cytosquelette repose sur l'utilisation du peptide GLP2 (« glucagon-like peptide 

15 2») ou de ses d6riv£s, qui peuvent modifier la perrnSabilite de l'6pith61ium 
intestinal par un effet indirect sur la contraction du cytosquelette. De meme, 
certaines molecules agissant sur des r6cepteurs situes au pole apical des cellules 
epitheliales (ex: recepteurs aux proteinases; PAR-2) peuvent agir indirectement 
sur le cytosquelette. D'autres agents actifs sont par exemple les composes anti- 

20 cholinergiques, les prokinetiques, les anti-diarrheiques, les modificateurs de la 
motricit6 digestive, etc. Ces diffSrents agents peuvent etre utilises en combinaison 
th£rapeutique, et administres sous forme s6par£e, combin£e, 6tal6e dans le temps 
ou concomitante. 

25 Un autre objet de l'invention reside ainsi dans un produit, un cocktail ou une 
association pharmaceutique comprenant au moins un inhibiteur de proteases et au 
moins un autre agent actif s61ectionne parmi les composes anti-cholinergiques, les 
substances prokinetiques, les anti-diarrheiques, les laxatifs ou les modificateurs de 
la motricite, de la visc6ro-sensibilit6 (ou de la sensibilite digestive), en vue d'une 

30 utilisation combin6e, s6par6e ou espacSe dans le temps. 
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La pr6sente invention peut etre utilis6e pour le traitement ou la prise en charge de 
pathologies ou desordres du systeme digestif caract&ises par un etat 
d'hyperalg6sie, notamment de troubles fonctionnels intestinaux, de maladies 
5 inflaromatoires chroniques de Pintestin (MICI), d'intolerances alimentaires 
(allergies, conditionnements, etc.) caracterisees par une douleur visc^rale 
chronique. Elle est particulidrement adaptee au traitement pr6ventif ou curatif des 
hyperalgesies et en particulier du syndrome de Pintestin irritable (SII) quelque soit 
sa forme (constipation, diarrhee ou une combinaison des deux), mais 6galement 

10 des douleurs visc6rales chroniques n'entrant pas dans le cadre du SII, telles que 
les douleurs abdominales fonctionnelles sans trouble de Pelimination fecale 
(FAPS : Functional Abdominal Pain) et les douleurs li6es aux intolerances 
alimentaires et k la maladie cceliaque. Elle est utilisable de mani&re preventive 
chez des sujets presentant des predispositions ou une sensibilite a ce type de 

15 desordres, ou de manure curative, par exemple lors de crises ou sur des periodes 
plus longues. Les compositions et methodes de Tinvention permettent de reduire 
la souf&ance des sujets, d'attenuer les symptSmes ou la cause de ces desordres. 

La presente invention demontre en effet de fa?on sxirprenante que la suppression 
20 de l'augmentation de la permeabilite paracellulaire associee a Tactivation des 
r6cepteurs PAR (par exemple le r6cepteur PAR-2) empeche 1' apparition de 
l'hyperalgie viscerale. 

Un objet particulier de Pinvention reside dans Putilisation d'un inhibiteur de 
25 proteases tel que d6fini ci-avant pour la preparation d'un medicament destine a 
controler, notamment k reduire, la permeabilite paracellulaire de Pepitheiium 
intestinal chez des sujets atteints de maladies intestinales caracterisees par un etat 
d'hyperalgesie, notamment de maladies inflammatoires chroniques caracterisees 
par une accumulation, dans la couche sous-muqueuse, d'immunocytes (par 
30 exemple de mastocytes et/ou de cellules ent6rochromaffines), par une sensibilite 
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accrue des ntecanorecepteurs parietaux et eventuellement par une infiltration de 
bacteries du colon dans la couche sous-muqueuse, par exemple les hyperalg6sies 
et notamment le syndrome de l'intestin irritable. 

5 Un autre objet particulier de l'invention reside dans l'utilisation A'un inhibiteur de 
proteases tei que defini ci-avant pour la preparation d'un medicament destine a 
reduire la sensibilisation aux allergenes, pathog^nes et/ou molecules chimiques 
chez des sujets atteints ou sensibles aux maladies fonctionnelles intestinales, 
notamment aux affections intestinales caracteris6es par une accumulation, dans la 
10 couche sous-muqueuse, d'immunocytes, notamment par exempLe de mastocytes 
et/ou de cellules enterochromaffines, par une sensibilize accrue des 
mecanor£cepteurs parietaux et eventuellement par une infiltration de bacteries du 
colon dans la couche sous-muqueuse, par exemple les hyperalgesies et notamment 
le syndrome de l'intestin irritable. 

15 

Un autre objet particulier de l'invention reside dans l'utilisation d 'un inhibiteur de 
proteases tel que defini ci-avant pour la preparation d'un medicament destine a 
reduire la migration transepitheliale d'immunocytes et 1' accumulation 
d'immunocytes dans la couche sous-muqueuse de sujets atteints d'une pathologie 

20 fonctionnelle intestinale, notamment d'une affection intestinale induisant une 
hyperalg6sie viscerale, par exemple le syndrome de l'intestin irritable, caracterisee 
par une accumulation, dans la couche sous-muqueuse d'immxmoc^tes, notamment 
de mastocytes et/ou de cellules enterochromaffines, par une sensil)ilite accrue des 
m6canor£cepteurs parietaux et eventuellement par une infiltration de bacteries du 

25 colon dans la couche sous-muqueuse. 

L'invention est 6galement relative a des ntethodes de traitemeirt des conditions 
indiquees ci-dessus, comprenant l'administration k un sujet atteint d'une 
pathologie intestinale ou sensible aux pathologies intestinales, d* un inhibiteur de 
30 proteases ou traitement tel que defini ci-avant. De preference., l'inhibiteur de 
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proteases ou le traitement est administre dans une dose efficace pour reduire la 
perm6abilit6 paracellulaire de P6pithelium intestinal et/ou pour r6duire la 
sensibility h la douleur et/ou pour r6duire la migration transepith61iale 
d'allergenes, de toxines, d'irritants ou de microorganismes et ainsi raccumulation 
5 d'immunocytes dans la couche sous-muqueuse de l'intestin. 

L'inhibiteur de proteases peut etre administrS par differentes voies et sous 
diff&rentes formes. Ainsi, l'inhibiteur de proteases peut 6tre sous forme liquide ou 
solide, typiquement sous forme de comprime, g&ule, capsule, ampoule ou solute 

10 buvable, solution injectable, etc. On pr6fdre des composes formulas sous une 
forme administrable par voie orale (solut6s buvables, comprim^s, ampoules, 
gelule, capsule, sirops, etc.) ou rectale (suppositoire). Le conditionnement en 
capsule ou g61ule lib&rant son contenu par digestion microbienne dans le colon est 
particulierement pr6fer6, lorsque cela est possible. Bien entendu, d'autres formes 

15 d' administration sont possibles, comme des injections (intrap6riton6ale, 
intradermique, sous-cutanee, intramusculaire, intraveineuse, intra-arterielle, etc.), 
des pates, gels, etc. 

Un autre objet de Pinvention reside dans une composition pharmaceutique 
20 comprenant au moins un inhibiteur de proteases et un excipient acceptable sur le 
plan pharmaceutique, ladite composition 6tant formulae preferentiellement pour 
une administration par voie orale ou rectale. De preference, la composition se 
pr6sente sous forme de suppositoire, ou sous forme de capsule ou gelule liberant 
son contenu par digestion microbienne dans le colon. 

25 

D'autres aspects et avantages de la presente invention apparaitront a la lecture des 
exemples qui suivent, qui doivent Stre considers comme illustratifs et non 
limitatifs. 
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LEGENDES PES FIGURES 

Figure 1 : Influence de doses croissantes d f un peptide activateur des rScepteurs 
PAR-2 (SLIGRL) sur l'absorption d f une macromotecule ( 51 Cr-EDTA) 6valu6e par 
5 le pourcentage retrouvS au niveau des urines collect6es pendant 24h chez le rat. 

Figure 2 : Permeabilite paracellulaire colique chez la souris. Influence de 
differents inhibiteurs de proteases bact&iennes (moyenne ± SD ; n=12) : 
Cocktail d'inhibiteurs de protease (1/2 cachet) 
10 Cysteine protease inhibiteur (lOO^ig/ml) 

Serine prot6ase inhibiteur (100 et 500 ^ig/ml) 
Matrice Metallo Protease inhibiteurs (100 fig/ml) 

Figure 3 : Modifications de la perm6abilit6 paracellulaire colique engendree par la 
15 perfusion intraluminale de trypsine et de surnageant de contenu colique chez la 
souris normale (temoin) et apres un traitement de 10 jours par un cocktail 
d'antibiotiques (Neomycine : 2mk/kg/j + ampicilline : lmg/kg/j) administre par 
voie orale chez la souris (moyenne ± SD ; n =12). 

20 Figure 4 : Diminution de la sensibility rectale h la distension par la perfusion 
intracolique d'un cocktail d'inhibiteurs de proteases chez le rat (moyenne ± ecart- 
type ; n=8). 

Figure 5 : Influence de la perfusion intracolique de trypsine sur la sensibilite 
25 rectale h la distension chez le rat (moyenne ± ESM ; n=8). 

EXEMPLES 



Exemple 1 : Reduction de Phyperalg&ie rectale h I'aide d'un bloqueur des 
30 jonctions series. 
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L'6pith£lium intestinal possdde des structures de liaison des cellules 6pith61iales 
qui assurent un passage control^ des immunocytes dans la couche sous-muqueuse 
de Tintestin. Cet exemple montre que certaines molecules connues pour leur effet 
5 d'augmentation de la permeabilite paracellulaire au niveau intestinal tel que le 
SLIGRL favorisent 1' accumulation d'immunocytes dans la sous-muqueuse 
intestinale (mastocytes, cellules entfrochromaffines) et que cet effet peut etre 
prevenu (e.g., inhibS, rSduit) par un traitement intracolique impliquant un 
bloqueur des jonctions serr6es. 

10 

Pour realiser cette 6tude, six lots de 8 rats males Wistar (200-250 g) ont 6te 
utilises. Les animaux ont ete munis d'un catheter intracolique place £ demeure au 
niveau du colon proximal (a 3 cm de la jonction caeco-colique). Au cours de ces 
essais, 4 lots de rats ont ete perfuses par voie intracolique durant lOh avec une 

15 solution de 51 Cr - EDTA (0.5 \ic/h). Les animaux 6tant places dans des cages 
individuelles, rurine totale de 24h a 6t6 collectee et la mesure de sa radioactivite a 
permit d'evaluer la permeabilite de la muqueuse colique au 5l Cr -EDTA. Des 
doses croissantes d'un peptide activateur du PAR-2 (SLIGRL) ont 6t6 injectSes 
dans la lumiere colique (lots 2, 3 et 4) au temps t = 0 (debut de perfusion du 51 Cr - 

20 EDTA) aux doses de 0,05, 0,2 et 0,5 mg/rat, le lot 1 recevant le solvant. La figure 
n°l montre Faugmentation dose-d6pendante de la permeability au 51 Cr-EDTA 
induite par le SLIGRL montrant son effet d'augmentation de la perm6abilit6 
paracellulaire. 

25 

Exemple 2 : Permeability paracellulaire colique chez la souris. Influence de 
ditferents inhibiteurs de proteases bact^riennes. 

Six lots de 10 souris Swiss males (25-30 g) ont 6t6 utilises pour cette 6tude. Les 
30 animaux ont 6t6 perfuses pendant 5 heures par voie intracolique (250 jul/h ) k 
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l'aide d'un catheter introduit par voie rectale et 6x6 h la base de la queue, avec les 
difffrentes solutions d'inhibiteurs de proteases et perfusion ajoutde de 51 Cr-EDTA 
de 3 h 5 heures (Fig.2). A t=5heures, les animaux sont abattus et aprds 
pr61&vement du colon, la radioactivite totale retrouv6e dans le corps t&noigne de 
5 la perm6abilite paracellulaire. Celle-ci apparait significativement r6duite apr£s 
perfusion du cocktail d'inhibiteurs de proteases (Roche ref : 1 873 580, EDTA- 
free), d'un inhibiteur de s6rine-prot6ases (Aprotinin Sigma A1153) et d'un 
inhibiteur non-specifique de matricemetallo-proteases (galardin Sigma : M5939.) 
(Fig.2) 

10 

Exemple 3 : Modifications de la permeability paracellulaire colique chez la 
souris engendree par la perfusion intraluminale de trypsine et de surnageant 
de contenu colique et apres un traitement par un cocktail d'antibiotiques. 

15 Des lots de 10 souris male Swiss (Janvier- France) pesant 25-30g ont et6 utilises 
dans cette experience. En condition basale, les effets sur la permeabilite 
paracellulaire colique de la perfusion intracolique de trypsine (50^1, 600U) et de 
surnageant de contenu colique preleve sur des souris contrSle perfus6es par voie 
intracolique (250^1/h) pendant 3 heures un jour (Jl) ou 2 jours cons£cutifs (J2) ont 

20 6te mesur6s. Les memes perfusions ont ensuite 6te reiterees apres 12 jours d'un 
traitement oral par un cocktail d'antibiotiques (neomycine: 2mg/kg/j+ 
ampicilline : lmg/kg/j). Les r6sultats montrent 1) que le traitement aux 
antibiotiques diminue la permeability colique, 2) que l'augmentation de la 
permeabilite induite par la trypsine disparait apres traitement antibiotique 

25 induisant probablement ime disparition des recepteurs epitheiiaux aux proteases 
et 3) que chez ces animaux, la perfusion de surnageant colique augmente cette 
permeabilite au deuxieme jour (Fig.3). 

Exemple 4 : Diminution de la sensibilite rectale k la distension par la 
30 perfusion intracolique d'un cocktail d'inhibiteurs de proteases chez le rat 
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Dans cette s6rie d'essais, 3 lots de 8 rats males Wistar (250-300 g) ont 6t6 sounds 
k un protocole de distension rectale de volumes croissants (0,4 ml) de 0 a 1,6 ml 
realises a l'aide d'une sonde h embolectomie (FORGATY®). Les animaux ont 
5 et6 equipes au prealable d'electrodes implantees dans les muscles strips de 
l'abdomen permettant l'enregistrement electromyographiques des crampes 
abdominales reconnues comme un critere de douleur. 

Au temps t==0 les animaux ont re9u, par voie intracolique, une perfusion pendant 
12 heures du cocktail d'inhibiteurs de proteases (Roche r6f. : 1 873 580) (2 

10 cachets - 0.5ml/h) ou de son solvant NaCl 0.9%. A la fin de la perfusion, les 
animaux sont soumis au protocole de distension rectale. Par rapport au lot temoin, 
la perfusion d'inhibiteurs de proteases provoque une diminution significative de la 
reponse abdominale pour les volumes de distension de 0,8, 1,2 et 1,6 ml (Fig. 4) 
montrant ainsi que les proteases lib6rees par la microflore dans la lumiere colique 

15 participent k la determination de l'6tat basal de sensibilite rectocolique a la 
distension (Fig.4). 

Exemple 5 : Influence de la perfusion intracolique de trypsine sur la 
sensibilite rectale a la distension chez le rat 

20 

Dans cette s&ie d'essais 2 lots de 8 rats mSles Wistar (250-300 g) ont 6te soumis 
h un protocole de distension rectale suivant des 6tapes croissantes (0,4 ml) de 0 a 
1,6 ml r6alis6es a l'aide d'une sonde k embolectomie (FORGATY®). Les 
animaux ont 6te 6quip6s au prealable d'61ectrodes implantees dans les muscles 

25 stries de T abdomen permettant renregistrement Electromyographiques des 
crampes abdominales reconnues comme un critere de douleur. 
Au temps t=0, les animaux ont re?us, par voie intracolique, la trypsine (400 
unites) un activateur sp6cifique des r^cepteurs PAR-2, k lei dose de 20 unites (lot 
1) ou son solvant (lot 2). Au temps t = lOh, aprds 1' administration intracolique de 

30 trypsine, les animaux sont soumis au protocole de distension rectale. Par rapport 
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au lot t&noin, la trypsine provoque une augmentation significative de la reponse 
abdominale pour les volumes de distension de 0,8, 1,2 et 1,6 ml (Fig. 5) montrant 
ainsi qu'une augmentation de concentration intracolique en proteases augmente la 
sensibilite colique h la distension. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'au moins un inhibiteur de proteases, pour la preparation d'un 
5 medicament destine an traitement pr^ventif ou curatif des troubles fonctionnels 

digestifs (TFD). 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que l'inhibiteur de 
proteases est un inhibiteur de protease intracolique. 

10 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que T inhibiteur est 
un inhibiteur de s6rine-prot£ases ou un inhibiteur de m6talloprot6inases. 

4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que l'inhibiteur de 
15 serine-proteases est choisi parmi la serpine et ses derives, 1'Aprotinine, la N-tosyl- 

L-phenylalanyl chloromethyle c6tone, la dichloroisocoumarine, la nexin-1, le 
AEBSF-HC1, PAntipain, la benzamidine, la Leupeptine, le TLCK, l'Ovomucoide, 
le fluorure de ph6nylm6thyle sulfonyle , le PEFABLOC® et les extraits de soja. 

20 5. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que l'inhibiteur de 
m6talloproteinases est choisi parmi l'Amastatine, TArphamenine, la Bestatin, la 
Diprotin A et le Phosphoramidon. 

6. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que l'inhibiteur de 
25 proteases est choisi parmi l'amprenavir, l'indinavir, le lopinavir, le ritonavir, le 

saquinavir, le nelfinavir et Patazanavir. 

7. Utilisation selon Tune quelconque des revendications pr£cedentes, pour la 
preparation d'un medicament destine k controler la permeabilite paracellulaire de 
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repithelium intestinal chez des sujets atteints de maladies fonctionnelles 
intestinales caract6ris6es par un etat d'hyperalg^sie. 

8. Utilisation selon la revendication 7, pour la preparation d'un medicament 
5 destine a reduire la permeabilite paracellulaire de repithelium intestinal chez des 

sujets atteints de maladies fonctionnelles intestinales caract6ris6es par un etat 
d'hyperalgSsie. 

9. Utilisation selon Tune quelconque des revendications pr6c£dentes, pour la 
10 preparation d'un medicament destine a reduire la sensibilite a la douleur chez des 

sujets atteints ou sensibles aux maladies fonctionnelles intestinales caracterisees 
par un etat d'hyperalgesie. 

10. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 h 6, pour la 
15 preparation d'un medicament destine au traitement preventif ou curatif des 

troubles fonctionnels intestinaux (TFI). 

11. Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que les troubles 
fonctionnels intestinaux sont choisis parmi le syndrome de l'intestin irritable (SII), 

20 les douleurs abdominales fonctionnelles sans trouble de P elimination fecale et les 
douleurs liees aux intolerances alimentaires. 

12. Utilisation selon Time quelconque des revendications precedentes, caracterisee 
en ce que l'inhibiteur est administre par voie orale ou rectale. 

25 

13. Utilisation d'au moins un inhibiteur de proteases, pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement preventif ou curatif de Phyperalgesie survenant 
dans le cadre de pathologies intestinales. 
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14. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce que 1'inhibiteur de 
proteases est tel que d6fini h Tune des revendications 2, 3, 4, 5 et 6. 

15. Produit pharmaceutique comprenant au moins un inhibiteur de proteases et au 
5 moins un autre agent actif s61ectionn6 parmi les composes anti-cholinergiques, les 

prokinetiques, les anti-diarrheiques, les laxatifs, les modificateurs de la motricit6 
ou de la visc6ro-sensibilite, en vue d'une utilisation combinee, s£paree ou espacee 
dans le temps. 

10 16. Produit selon la revendication 15, caracterise en ce que rinhibiteur de 
protease est choisi parmi un inhibiteur de serine-proteases et un inhibiteur de 
metallo-protSases. 

17. Produit pharmaceutique selon Tune des revendications 15 ou 16, caract6rise 
15 en ce qu'il se presente sous la forme d'une capsule ou d'une gelule libfrant son 
contenu par digestion microbienne dans le colon. 
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Figure 2 
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